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Abstract 
Objective: Different signaling pathways have been identified that are involved in the 
cellular response to opiates. The mitogen-activated protein kinase pathway is one of the 
most important signaling pathways underlying the neuronal response to opiates. 
MicroRNAs (miRNAs) are considered to be post-transcriptional regulators of gene 
expression with paramount significance, which plays key roles in modulating cellular 
processes such as neuronal plasticity and synaptic consolidation. The purpose of this 
study is to identify miRNAs that are differentially expressed in response to chronic 
morphine treatment, and predict those genes that have a possible role in this process. 
Because the MAPK pathway in involved in morphine dependence and participates in 
hypersensitivity to pain, determining miRNAs that modulate this pathway could be 
insightful in morphine dependence treatment and pain control.  
Methods: In this study, the BE(2)-C neuroblastoma cell line was chronically treated with 
morphine sulphate and the changes in expression of 750 miRNAs were analyzed by real 
time PCR.  
Results: Two up- and down- regulated groups of  miRNAs were determined to be 
differentially expressed in response to morphine: i) has-mir-193a-3p, -212, -181c, -362-
3p, -639, -646  and ii) has-mir-412, -937, -558, -552, -943, -628-5p, -593, -555, -636, -
643, 566, -571, -642, -653, -611, -31, let7-g.  
Conclusion: The analysis of differentially expressed miRNAs showed that the MAPK 
signaling pathway could be regarded as a signaling pathway with utmost significance in 
chronic morphine response. Due to the role played by MAPK pathway in cellular 
response to morphine exposure, we can propose that protein phosphorylation has a 
presumable part in this response.  
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ها و معرفي miRNA بيان پروفايلبررسي تأثير تيمار مزمن مورفين بر 
عنوان هدف  هب پروتئين كينازي فعال شده توسط ميتوژنمسير 

miRNAهاي تغيير بيان يافته 
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  چكيده

يـدها  يسبت به مواد مخدر از جمله اپيو       كه در پاسخ سلولي ن     ستا رساني متعددي شناسايي شده     تاكنون مسيرهاي پيام   :هدف
هاي عصبي نـسبت     رهاي مهمي است كه در پاسخ سلول      از مسي  ط ميتوژن مسير پروتئين كينازي فعال شده توس     . استدخيل  
كـه نقـش    باشـند    مـي  پسارونويسياز جملة تنظيم كنندگان مهم بيان ژن در سطح          ها  RNAميكرو. يدها دخالت دارد  يبه اپيو 

هدف از ايـن مطالعـه      . پذيري نوروني و تثبيت سيناپسي دارد      ندهاي سلولي از جمله انعطاف    يياري از فرآ  مهمي در تنظيم بس   
 در اين   هايي كه احتمالاً   بيني ژن   است كه در پاسخ به تيمار مزمن مورفين بيان متفاوتي دارند و پيش             ييهاmiRNAشناسايي  

وابـستگي بـه مـورفين و همچنـين         در   ال شـده توسـط ميتـوژن      پروتئين كينـازي فع ـ   مسير  جا كه    از آن . فرآيند مؤثر هستند  
 درمان وابستگي براياي  كار تازه تواند راه  اين مسير ميةهاي تنظيم كنندmiRNAحساسي به درد دخالت دارد شناسايي  بيش

  .ه نمايديبه مورفين و نيز كنترل درد ارا
 تحت تيمار مزمن مورفين قـرار گرفـت و تغييـرات            BE(2)-C سلولي نوروبلاستومايي    ة در اين مطالعه رد    :ها روشمواد و   
 ـRT-PCR بـه روش    miRNA 750 بيـاني    پروفايل. هاي آن در اثر تيمار مورفين بررسي شد       miRNA بياني   پروفايل ي كم 
  .دشتعيين 
-has-mirو   has-mir-193a-3p  ،-212  ،-181c  ،-362-3p  ،-639  ،-646هـاي   miRNA در اين مطالعـه دو دسـته         :نتايج

412  ،-937  ،-558  ،-552  ،-943  ،-628-5p  ،-593  ،-555،-636  ،-643  ،566  ،-571  ،-642  ،-653  ،-611  ،-31  ،let7-g 
  . شناسايي شد كه به ترتيب افزايش و كاهش بيان داشتند

بـه  توانـد    مي پروتئين كينازي فعال شده توسط ميتوژن     هاي تغيير بيان يافته نشان داد كه مسير         miRNA بررسي   :گيري نتيجه
با توجه به نقشي    . سزايي در پاسخ مزمن به مورفين دارد      هرساني در نظر گرفته شود كه اهميت ب         كي از مسيرهاي پيام   يعنوان  

 كه فسفريلاسيون پروتئين نقش شـايان تـوجهي در           گفت توان نمايد، مي  كه اين مسير در پاسخ به مواجهه با مورفين ايفا مي          
  .اين پاسخ برعهده دارد

  
  پروتئين كينازي فعال شده توسط ميتوژنرساني  ، سيستم پيامRNA مورفين، ميكرو:گانواژكليد
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   ها در پاسخ به مورفينmiRNAتغيير بيان 
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  مقدمه
توان به عنوان يـك نـشانگان رفتـاري          اعتياد به مواد را مي    
 آن جستجوي خارج از كنترل مواد و        ةتعريف كرد كه مشخص   

بـا  اين بازگشت ممكن اسـت      . عود مكرر استعمال دارو است    
ء مصرف مواد، حتي چنـدين سـال پـس از            تأثيرات سو  وجود

اعتياد در حقيقـت يـك ناهنجـاري        . ]1[ ترك نيز اتفاق بيافتد   
هـاي   چند عاملي است كه حاصـل بـرهم كـنش محـيط و ژن             

   .]2[متعدد است 
رساني درون سلولي مسير اصـلي ارتبـاط بـين           آبشارهاي پيام 

فعـال  . اسـت  مختلـف درون سـلولي       ي پلاسمايي و اجـزا    يغشا
شدن پياپي كينازها سازوكار مـشترك بـسياري از ايـن مـسيرهاي             

رساني مـسيرهايي   يك دسته از اين مسيرهاي پيام . استرساني   پيام
ينازي فعـال شـده     رساني پروتئين ك    كه در مجموع آبشار پيام     است

ــوژن  ــط ميت   :Mitogen-Activated Protein Kinases( توس
MAPK ( رساني  چهار گروه اصلي در مسير پيام     . شود ناميده مي
MAPK     وجود دارد كه عبارتند از پروتئين كيناز وابسته به پيـام

  :Extracellular Signal-Regulated Kinases( خارج سـلولي 
ERK( ،p38 MAPK آمـين  ، كيناز انتهـاي c-Jun )c-Jun N-

terminal kinases: JNK ( وابسته بـه پيـام   5و پروتئين كيناز 
اين مسير در تنظيم تكثيـر، تمـايز،        . ]ERK5 (]3( خارج سلولي 

بقا، يادگيري و حافظه دخالت دارد و همچنين نقشي كليدي در           
رسـد   به نظر مي  . ]4[ كند حساسي نسبت درد ايفا مي     تنظيم بيش 

و ) Morphine Tolerance( كــه تحمــل نــسبت بــه مــورفين
 از ســازوكارهاي )Pathologic(آســيب شــناختي  دردهــاي 

  . ]5[ كند مولكولي و سلولي مشابهي استفاده مي
-Posttrans (يـسي ظـيم پسارونو  شواهد متنوعي مبني بر تن    

criptional(           6[  بيان ژن وابسته به مـصرف مـواد وجـود دارد[ .
miRNA هاي   ها مولكولRNAكوچكي هستند كه در تنظيم      ي 

، 7[ ز طريق مهـار ترجمـه     ها ا mRNAپسارونويسي بسياري از    
هـا  miRNAهـر كـدام از      . ]9[  نقش دارد  mRNAيا هضم    ]8

 و بخش اعظـم     ]10[ ها را بشناسد   تواند تعداد بسياري از ژن     مي
. ]11[ شــود هــا كنتــرل مــيmiRNAهــاي انــساني توســط  ژن

miRNA       هـا در تنظـيم بـسياري از         بيـان ژن  ها از طريـق تنظـيم
مرگ سـلولي   هاي سلولي نظير تكثير، تمايز، بقا،        يندها و پاسخ  آفر

 كليـــدي ي و اجـــزا]Apoptosis( ]12(ريـــزي شـــده  برنامـــه
ــاف ــوروني  انعط ــذيري ن ــت ) Neuronal Plasticity( پ و تثبي

 . دخالـــت دارد]Synaptic Consolidation( ]13( سيناپـــسي
ــين مطالعــات مختلــف  ــدههمچن ــشان دهن ــان ن ــر ســطح بي  تغيي

miRNA 15، 14[است ها در پاسخ به تيمار مورفين[ . 

ها در   ها در تنظيم بيان ژن    miRNAبا توجه به نقش كليدي      
ها در پاسخ به تيمار مزمن        بياني آن  پروفايلاين مطالعه تغييرات    

هـاي درگيـر در پاسـخ        د تا از اين طريـق ژن      شمورفين بررسي   
نتايج اين تحقيق نـشان     . دشوسلولي نسبت به مورفين مشخص      

رسـاني   هـاي تغييـر بيـان يافتـه در مـسير پيـام            miRNA كه   داد
MAPK همچنين ايـن    . قش دارد  نmiRNA  هـايي را در     هـا ژن

هـا در اعتيـاد در       دهـد كـه دخالـت آن       اين مسير هدف قرار مي    
هـايي نيـز در ايـن        به علاوه ژن  . مطالعات قبلي تأييد شده است    

كنون   كه تا  ستا ها مشخص شده  miRNAمسير به عنوان هدف     
  .ستا در اين مسير در مطالعات اعتياد نشان داده نشده

  

  ها مواد و روش
  كشت سلول

از ) 21 بـالاي    پاسـاژ  (BE(2)-Cسلولي نوروبلاستومايي   ة  رد
خريداري شد و در فلاسـك كـشت        ) ايران، تهران (  پاستور ةمؤسس

 DMEM) Dulbecco's Modified از محيط كشت 1:1با نسبت 

Eagle Medium( و HamsF12) Gibco ،ــان ــراه  ) آلم ــه هم  ب

) Fetal Bovine Serum: FBS( سـرم جنـين گـاو     درصـد 10
)Gibco ،ــان ــد100و ) آلم ــي /  واح ــي  ميل ــر از پن ــيلين  ليت  Gس
)Penicillin G ( ــي1/0و ــرم  ميل ــي / گ ــسين  ميل ــر استرپتوماي ليت

رشد داده ) ، آلمانStreptomycin Sulphate() Gibco (سولفات
  درصـد  95 دي اكـسيد كـربن و         درصد 5ها در معرض     سلول. شد

 هـاي    در فلاسـك   گـراد   درجه سانتي  37هواي مرطوب و در دماي      

  . چاهكي كشت داده شدند96هاي  ليتري يا پليت  ميلي25
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  و همكارانسيستاني االله نخعي روح
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  بررسي قابليت بقا و رشد سلولي
 فعاليــت ةبــراي تعيــين غلظتــي از مــورفين كــه مهــار كننــد 

ده شـد كـه     سـنجي اسـتفا    ها است از آزمون رنگ     متابوليكي سلول 
 ـارا) Mosmann(موسـمان   براي اولين بار توسـط       . ]16[ دش ـه  ي
ســازي در   همزمــانةهــا پــس از يــك دور بــدين منظــور ســلول

ن هـاي مختلـف مـورفي       چاهكي در معرض غلظـت     96هاي   پليت
سپس بـه   . سولفات به همراه محيط كشت طبيعي رشد داده شدند        

 ) حجمـي  -وزنـي ( درصـد    5/0محلول  ليتر از     ميكرو 20ها   سلول
MTT] 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-Yl)-2,5-Diphenyl 

Tetrazolium Bromide[بافر نمكي فسفات  در )Phosphate 

Buffered Saline: PBS (رنـگ نـامحلول در آب   . اضافه شد
 )Dimethyl Sulfoxide( DMSO توسط )Formazan (رمازانوف
حل شد و سپس شدت رنگ ايجـاد        ) 200 ميكروليتر / چاهك(

 )ELISA Reader(گــر الايــزا   قرائــتشــده توســط دســتگاه
)BioTekسنجيده شد) ، آمريكا.  

  
  تيمار مورفين

پودر مورفين سولفات بسيار خالص از بخـش غـذا و داروي            
اين پـودر در    .  و آموزش پزشكي تهيه شد     وزارت بهداشت درمان  

روش تيمـار  . ليتر حل شد   ميلي / گرم  ميلي 20آب تا غلظت نهايي     
مزمن مورفين به نحوي اتخاذ شد كه مشابه الگوي القاي اعتياد در            

 2ها ابتدا در معرض غلظـت        بدين منظور سلول  . ]17[ موش باشد 
مولار مورفين سولفات رشـد داده شـدند و پـس از هـر دو                وميكر
مولار به غلظت مورفين افزوده شد تا در نهايـت بـه            و ميكر 2روز  

ها به مدت دو هفتـه در ايـن          سلول. مولار رسيد   ميكرو 10غلظت  
 از . انجام گرفـت RNAغلظت نگهداري شدند و سپس استخراج       

 سلولي به مدت مشابه سلول در محـيط كـشت طبيعـي      ةهمين رد 
  .دشوبه صورت موازي كشت داده شد تا به عنوان كنترل استفاده 

  
  RNAاستخراج 

 miRCURY™ RNA توســط كيــت RNAاســتخراج 

isolation kit-cell & plant) Exiqonــارك ــام ) ، دانم انج
. كنـد  هـاي كوچـك را تـضمين مـي        RNAگرفت كه استخراج    

ها  سلول. طبق دستورالعمل كيت انجام گرفت     وش استخراج بر  ر
 سـلولي بـه     ةدر فلاسك توسط بافر ليز تيمـار شـدند و عـصار           

ار شدند و  تيمDNase Iسط توها  سلول. ستون انتقال داده شد
سه دفعه توسط بافر شستشو مورد شستـشو قـرار گرفتنـد و در              

  .نهايت فرو شست انجام گرفت
  
  cDNAسنتز 

 miRCURY LNA™ Universalتوسط كيت اين عمل 

RT microRNA PCR) Exiqonابق طـــم) ، دانمـــارك
 / نـانوگرم  5ها به غلظـت      نمونه. دستورالعمل كيت انجام گرفت   

 ميكروليتـر از ايـن محلـول بـا بـافر،            8ميكروليتر رقيـق شـد و       
مخلـوط  ) Spike-in(كنترل كيفـي     ي RNAمخلوط آنزيمي و    

م بـه حج ـ  ) DEPC(ده با دپك    ششد و در نهايت با آب تيمار        
 دقيقه در   60در نهايت محلول به مدت      . ليتر رسانده شد   ميكرو 40

  درجـه 95 دقيقـه در دمـاي   5 و سپس   گراد  درجه سانتي  42دماي  
 قرار گرفت و محصول بلافاصله به روي يـخ منتقـل            گراد سانتي

 در دماي )Real Time-PCR (ي كمPCRشد و سپس تا زمان 
  .دش نگهداري گراد  درجه سانتي-20

  
  ي كمPCRانجام 

 Panel( Ready-to-Use PCR(قـاب  براي اين منظور از 

Human panel I+II, V2.R) Exiqonمطــابق ) ، دانمــارك
 يmiRNA 750 بيـان    قاباين  . دشدستورالعمل كيت استفاده    

دهـد و در هـر چاهـك          انـساني را تـشخيص مـي       ةشناخته شد 
ــر   ــصاصي ه ــازگر اخت ــرار گmiRNAآغ ــه اســت ق ــن . رفت اي

 LNA )Locked ةآغازگرها داراي نوكلئوتيـدهاي تغييـر يافت ـ  

Nucleic Acids (  تـا حـد يـك نوكلئوتيـد     بنـابراين  هـستند و
 به  cDNAبه هر   . دهد ها تشخيص مي  miRNAاختلاف را بين    

 اضافه )SYBR green(  سايبر گرينليتراز مخلوط  ميلي4ميزان 
 شد و در نهايت بـه هـر         ليتر رسانده   ميلي 8و با آب به حجم      
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ها  پليت. دش ميكروليتر از اين مخلوط واكنش اضافه        10چاهك  
 زيـر   با شرايط ) ، آلمان LightCycler480) Rocheدر دستگاه   

ــرار ــتق ــه در 10:  گرف ــانتي  95 دقيق ــه س ــراد  درج ــراي گ ب
ــت ــه،  واسرش ــازي اولي ــا 45س ــه ب ــه 10 چرخ ــه 95 ثاني  درج

  و شيب تغييـر دمـايي      گراد سانتي درجه   60 دقيقه   1،  گراد سانتي
)Ramp (6/1ثانيه/گراد  درجه سانتي.  

  
  ها تحليل داده

 ة نـسخ  GenExافـزار    ي توسط نـرم    كمPCR  واكنش   نتايج
 بـا سـطح     t آزمون   آزمون آماري مورد استفاده   .  انجام گرفت  10

افـزار    بود كه توسط همان نـرم      05/0داري كمتر يا مساوي      معني
.  شــدوازنمتــ has-let-7aبــه ت هــا نــسب داده. انجــام پــذيرفت

 بـه ايـن دليـل كـه از جـنس            U6 نظير   قابهاي كنترل خود     ژن
miRNA          نيست و طول متفاوتي نـسبت بـه miRNA   هـا دارد

 آزمايش حاضر نشان داد كه      ؛علاوهه  ب. هاي مناسبي نيست   كنترل
 اوليه يكـسان در نظـر       يRNAها مقدار     نمونه ةاگرچه براي هم  

 نيز  cDNAو مقدار يكساني از     ) نوگرم نا 20در كل   (گرفته شد   
هـاي تيمـار و شـاهد        ها در بـين نمونـه       اين ژن  Ct .دشاستفاده  

ــست ــسان ني ــرم  . يك ــتفاده از ن ــا اس ــل ب ــين دلي ــه هم ــزار  ب اف
Normfinder    بـه منظـور    . دش ـ انتخـاب    متوازن براي ژن فوق

 DIANA ةافـزار تحـت شـبك      هـاي هـدف از نـرم       شناسايي ژن 
يـن قابليـت اسـت كـه اهـداف مـشترك            استفاده شد كه داراي ا    

miRNAها را شناسايي نمايد.  
  

  نتايج
  غلظت مهاري مورفين

جا كه تأثير مورفين در فرد با توجـه بـه ميـزان مـصرف                از آن 
متفاوت است لازم بود تا مشخص شود كه غلظت مـورد اسـتفاده             

ها  به همين منظور سلول   . در حد سميت و كشندگي سلولي نباشد      
اي متفـاوت مـورفين قـرار گرفتنـد و سـپس            ه در معرض غلظت  

 ـنمودارهاي ارا  .دش تعيين   MTTها توسط نمك      آن يميزان بقا  ه ي

را ) هاي به لحاظ متـابوليكي فعـال       سلول( سلولي   يشده ميزان بقا  
 بر حسب ميزان جـذب نـور نـشان          72 و   48،  24هاي   براي زمان 

 سـاعت بـه     72 و   48،  24هـاي     براي زمـان   IC50غلظت  . دهد مي
  ).1 شكل( مولار تعيين شد  ميلي1/1و 5/1، 2يب ترت

  

  
  

  
  

  
  

 نمودارها به ترتيب از چپ بـه راسـت          ؛ غلظت مورفين  MTT نمودار   1شكل  
محـور عمـودي مربـوط بـه        . اسـت  ساعت   72 و   48،  24هاي   مربوط به زمان  

  .استمولار   افقي غلظت دارو بر حسب ميلي و محورنوريچگالي 
  

  ي كمPCRررسي نتايج ب
 تيمـار و سـه      بـراي براي اين بررسي سه فلاسـك سـلولي         

فلاسك ديگر كه به روش يكسان با تيمـار رشـد داده شـدند و               
 كنتـرل   بـراي  ،ها عـدم اسـتفاده از مـورفين بـود          تنها تفاوت آن  
 آزمـون   cDNA و سـنتز     RNAپس از استخراج    . استفاده شدند 

PCR نتـايج   . ي انجام گرفـت    كمPCR 750بـوط بـه تمـام        مر 
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miRNA  افزار  هاي بررسي شده توسط نرمGenEx  تحليل شـد 
) T) Unpaired T-Testو پــس از انجــام آزمــون آمــاري    

miRNA    داد تعيين و    داري نشان مي   يهايي كه اختلاف بيان معن
 كاهش و افزايش بيان يافته تقسيم شد كه عبارتند از           ةبه دو دست  

miRNA  هايhas-mir-193a-3p  ،-212، -181c  ،-362-3p ،
-،  has-mir-412  ،-937  ،-558  ،-552  ،-943 و   646-،  639-

628-5p  ،-593  ،-555  ،-636  ،-643  ،566  ،-571  ،-642  ،-

653 ،-611 ،-31 ،let7-g)  1جدول.(  
  
نـسبت  ستون دو ميزان تغيير را بر حـسب  ، miRNA به راست ستون يك از چپ. ستا هايي كه در پاسخ به تيمار مورفين افزايش يا كاهش بيان يافته miRNA 1جدول  

  .دهد داري را نشان مي يستون سه كاهشي يا افزايشي بودن جهت تغيير و ستون چهارم سطح معن، ييراتتغ
  

miRNA  مقدار   جهت تغييرات  نسبت تغييراتP 

hsa-miR-646  33-+/1053   004/0  افزايش 
hsa-miR-639  4/5-+/149  009/0 افزايش  

hsa-miR-193a-3p  4/0-+/25  018/0 افزايش  
hsa-miR-362-3p  05/0-+/10  029/0 افزايش  

hsa-miR-212  001/0-+/3  015/0 افزايش  
hsa-miR-181c  004/0-+/2  042/0 افزايش  
hsa-miR-412  4/0-+/470  006/0 كاهش 

hsa-miR-937  003/0-+/436  009/0 كاهش  
hsa-miR-558  02/0-+/330  007/0 كاهش  
hsa-miR-552  01/0-+/320  007/0 كاهش  
hsa-miR-943  186/0-+/113  008/0 كاهش  

hsa-miR-628-5p  003/0-+/95  006/0 كاهش  
hsa-miR-593  003/0-+/40  008/0 كاهش  
hsa-miR-555  030/0-+/37  023/0 كاهش  
hsa-miR-636  003/0-+/22  021/0 كاهش  
hsa-miR-643  026/0-+/21  023/0 كاهش  
hsa-miR-566  003/0-+/13  018/0 كاهش  
hsa-miR-571  030/0-+/12  033/0 كاهش  
hsa-miR-642  006/0-+/8  040/0 كاهش  
hsa-miR-653  003/0-+/6  033/0 كاهش  
hsa-miR-611  003/0-+/5  039/0 كاهش  

hsa-let-7g  001/0-+/3  015/0 كاهش  
hsa-miR-31  010/0-+/2  038/0 كاهش  

  
  اتيكيبررسي بيوانفورم

تـ    اـ بـه طـور جداگانـه توسـط نـرم           miRNA ةهر دو دس افـزار   ه
DIANA  اي  افزار اين قابليت را دارد كه مجموعـه        اين نرم .  بررسي شد

اـن بررسـي كنـد و ژن             miRNAاز   اـي هـدف     ها را بـه طـور همزم   ه
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ها را شناسايي نمايد و در نهايت مشخص نمايـد كـه              آن ةبيني شد  پيش
اـي  miRNAنتـايج بررسـي     . گيـرد  كدام مسير قرار مي   ها در    اين ژن  ه

اـي مـسير      تغيير بيان يافته نشان داد كه ژن        ـ MAPKه طـور عمـده    ه  ب
  ).2شكل ( گيرد هاي تغيير بيان يافته قرار ميmiRNAهدف 
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هـايي كـه توسـط     ها تيـره شـده اسـت، ژن       قسمت بالاي آن   ستا  قرار گرفته  هاي افزايش بيان يافته هدف    miRNAهايي كه توسط     ژن. MAPKرساني    مسير پيام  2شكل  
miRNA      و ستا  به طور كامل تيره شدهستا هايي كه توسط هر دو دسته هدف قرار گرفته    ژن. ستا  در سمت پايين تيره شده     ستا هاي كاهش بيان يافته هدف قرار گرفته 

  .ها پر رنگ شده است لي نشان داده است دور آنها با اعتياد توسط مطالعات قب هايي كه ارتباط آن ژن
  

  بحث
پاسخ به مورفين در هر فرد وابسته بـه ميـزان مـصرف دارو           

تواند منجر به كمـا و       كه مقادير بالاي مصرف مي     به طوري  است
. دشـو  مرگ شود اما مقادير كمتر آن سبب وابستگي و اعتياد مي          

 از  به همين دليل ضرورت داشت تا مشخص شود چـه غلظتـي           
تواند سميت داشته باشـد تـا از مـصرف           مورفين براي سلول مي   

بررسـي  . هـا اجتنـاب شـود       آن براي تيمار سـلول     ةبيش از انداز  
IC50    توانـد   مـولار مـي    هاي در سـطح ميلـي       نشان داد كه غلظت

 ـريزي شده ا مرگ سلولي برنامه  د كـه بـسيار بيـشتر از    يجاد نماي
در ايـن مطالعـه     .  بـود  هـا   تيمار سلول  برايغلظت مورد استفاده    

 اعتيـاد در  يبـرداري از روش القـا   همچنين شروع تيمار با الگـو   
و به تـدريج افـزايش يافـت         هاي پايين آغاز شد    موش با غلظت  

ها به تدريج به     مولار رسيد تا سلول     ميكرو 10تا به غلظت نهايي     
  . حضور اين تركيب پاسخ دهند

تيمــار هــا در پاســخ بــه miRNA بيــاني پروفايــلمقايــسه 
 اين عوامـل تنظيمـي در       ةتغيير بيان گسترد  نشان دهنده   مورفين  

تاكنون مطالعات گسترده و فراگيري     . پاسخ به تيمار مورفين بود    
هـا در پاسـخ بـه مـصرف مـواد           miRNAبه منظور تعيين نقش     

 به بررسي تعداد  اغلبانجام نگرفته است و مطالعات انجام شده        
ــدودي  ــهmiRNAمحـ ــت ا  پرداختـ ــه  از آن. ]18[سـ ــا كـ جـ

miRNA     توان انتظار   ها دارد مي   نظيم بيان ژن  تها نقش مهمي در
رساني و متـابوليكي در      داشت كه در تنظيم كردن مسيرهاي پيام      
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در بنـابراين   . پاسخ به تغييرات محيطي نيـز نقـش داشـته باشـد           
هـا   بياني ژن  پروفايلسعي شد تا به جاي بررسي       حاضر  مطالعه  

 بيان ة بيشتري دارد، از طريق مطالعةكه به دليل تعداد بيشتر هزين    
miRNA ها و مسيرهاي مولكولي حايز اهميت شناسـايي     ها، ژن

توانـد بـه     كـه مـي    ها علاوه بـر آن    miRNAشناسايي اين   . شود
تواند اهداف درمـاني جديـدي را        ها منجر شود، مي    شناسايي ژن 

هـا بـه    miRNA چـرا كـه امـروزه از         ؛رار دهـد  نيز فراروي ما ق   
به منظور تعيين نقش    . شود منظور اهداف درماني هم استفاده مي     

miRNA     افـزايش و    ةهـا بـه دو دسـت       هاي تغيير بيان يافتـه، آن 
كاهش بيان يافته تقسيم شدند و هر دسته به طور مستقل توسط            

نتـايج بررسـي    . شـد  بررسـي    DIANA ةافزار تحـت شـبك     نرم
miRNAهاي هدف هر دو دسـته         نشان داد كه ژن    هاmiRNA 

  . گيرد قرار مي MAPK در مسير اغلب
هاي آن از جمله مـسيرهايي اسـت       گروه و زير  MAPKمسير  

 در اعتياد بـه مـواد       نشان داده است كه   كه مطالعات متعدد بسياري     
تـرين مـسيرهايي      و از اصـلي    نقـش دارد  مخدر از جمله مـورفين      
تيمـار حـاد   . وهـاي مخـدر دخالـت دارد    است كه در پاسخ به دار     

 توسط مورفين منجـر بـه فـسفريلاسيون         SH-SY5Yهاي   سلول
هـا بـا مـورفين       د، اما تيمار مزمن همين سلول     شو  مي ERKسريع  

ه نشان  ئلاين مس . ]20،  19[ كاهد  را مي  ERKسطح فسفريلاسيون   
مزمن مورفين تأثيرات متفاوتي در فعاليت      دهد كه تيمار حاد و       مي

ERKدرون تنيمطالعات .  دارد)in vivo (دهنـد كـه    نيز نشان مي
 )Nucleus Accumbens(  اكــومبنسة در هــستERKفعاليــت 

نتايج بررسـي   . ]21[ يابد پس از تيمار با مورفين افزايش بيان مي       
miRNA ژن  31 شده در اين مطالعه نشان داد كه         هاي مشخص 

 ژن بـا اعتيـاد      16انـد كـه ارتبـاط        از اين مسير هدف قرار گرفته     
  .توسط مطالعات قبلي مشخص شده بود

 نقش طناب نخـاعي در وابـستگي        نشانگرمطالعات مختلف   
 MAPKني  رسـا  مـسيرهاي ديگـر پيـام     . ]22[ به مورفين اسـت   

براي مثال نشان   . ستا  در سطح طناب نخاعي بررسي شده      اغلب
 -اند كه پس از سـه روز تزريـق پيـاپي درون مـايع مغـزي                داده

هـايي از نخـاع كـه        مورفين تعداد سلول  ) Intrathecal( نخاعي

دهنـد رو بـه افـزايش         فسفريله پاسخ ايمنـي مـي      p38نسبت به   
يمار حاد مـورفين اتفـاق      گذارند اما اين واكنش در پاسخ به ت        مي
  . ]23[ افتد نمي

ــورفين   ــصرف م ــع م ــث ) Withdrawal( قط در رت باع
مطالعـات  . ]3[ شـود  هايي از مغـز مـي       در بخش  c-Junافزايش  

دلالت بر افزايش غلظـت  ) in vitro (آزمايشگاهي و درون تني
JNK   هاي گانگليوني رت در پاسخ به تيمـار          فسفريله در نورون

اسـاس    حاضـر نيـز بـر      ةدر مطالع ـ . ]24[ تكراري مـورفين دارد   
گيرد  ار مي ژن اين مسير هدف قر   41ها بالغ بر    miRNAبررسي  

 ژن در مطالعات قبلـي مـشخص شـده          13كه از اين ميان نقش      
  .ستا

ــار ــه مــورفين دادERK 5 نقــش مــسير ةدرب  ة در پاســخ ب
مستقيمي وجود نـدارد امـا اهميـت ايـن مـسير نيـز در برخـي                 

حساسي نـسبت بـه درد       هاي نوروني نظير بيش    هاي سلول  پاسخ
تنهـا يـك ژن از سـه ژن ايـن مـسير             . ]25[ مشخص شده است  

هاي كانديـد ايـن مطالعـه قـرار         miRNAهدف هر دو دسته از      
اد يگرفته است كه مطالعات پيشين نيز دخالت آن را در مسير اعت           

   .]26[ دنماين تأييد مي
هـاي  miRNA ژن اين مسير توسـط       73در مجموع حدود    

 ژن آن توسـط  30كانديد اين مطالعه هدف قرار گرفت كه نقش       
 يا بررسـي بيـان   )QTL) Quantitative Trait Lociمطالعات 

 ژن ديگـر هنـوز بـه صـورت          43 و   ]26[ژن تأييد شـده اسـت       
توانـد در    هـا مـي     آن ة كـه مطالع ـ   سـت ا آزمايشگاهي تأييد نشده  

تأييـد  بـراي   يـد و    هاي زيستي اعتياد كمك نما     شناسايي ويژگي 
.  و پـروتئين انجـام گيـرد       mRNAها بايد مطالعات در سطح       آن

 تـوان از تغييـرات   دهد كـه مـي     همچنين نشان مي   بررسي حاضر 
هـا و مـسيرهاي      ها استفاده كـرد تـا ژن      miRNA بياني   پروفايل

  .يندهاي زيستي را تعيين نمودآها و فر درگير در پاسخ
  

  تشكر و قدرداني

سـالة دكتـري رشـته ژنتيـك مولكـولي          اين مقاله حاصـل ر    
دانشكده علوم پزشكي است كه با حمايت مالي دانشگاه تربيـت       
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  .و داروي وزات بهداشت فراهم گرديدمورفين مورد استفاده توسط بخش غذا      . مدرس انجام شده است   
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